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是导致 PWS最关键的基因。为此实验室前期构建了 Snord116敲除小鼠，作为 PWS
的小鼠模型。PWS 基因关键区域约为 1000kb，有长的 non-coding RNA 发挥着重
要作用，包括位于下游的 Snord115。但这一区域的表达调控机制还不是很清楚。
Snord115 在成年的野生型小鼠的非神经组织中表达量极其低下，但是在成年




证。首先我们假说可能是由于在 Snord116del 的非神经组织中，Snrpn 基因的转
录起始效率增强而导致 Snord115 超量表达。通过对比野生型小鼠和敲除型小鼠
的表达情况，发现 Snrpn 基因的转录起始效率并未增强。第二个假说是有单独的































Prader-Willi syndrome is a complex human hereditary disease of obesity. Latest 
reports have confirmed that Snord116 is the most critical gene for PWS. A Snord116 
deletion (Snord116del) mouse model of PWS was estabilished. We found an 
interesting phenomenon that Snord115 was overexpressed in the non-neural tissue of 
Snord116del mice. Previous studies showed that the transcription of PWS critical 
region starts from imprinting center upstream of protein coding gene Snrpn and 
extended as an ~1000kb long transcript, the regulatory mechanism for Snord115, 
however, was not clear. In this study, the mechanism for Snord115 overexpression 
was investigated. We proposed three hypotheses and tested them by analyzing the 
gene expression in the mouse model. The first hypothesis is that, the Snord115 
overpression is caused by increased efficiency of Snrpn initiation in knock-out mice. 
By comparing Snrpn expression in wild-type and knock-out mice, we found no 
support for this hypothesis. The second hypothesis is that, a novel promoter upstream 
of Snord115 is activated in the non-neural tissue of Snord116 knock-out mice. By 
examining the sequence upstream of Snord115, the presence of a novel promoter was 
ruled out. The third hypothesis is that, the Snord116 region in the non-neural tissue 
can hinder the transcription of long transcript. The data indicate that the deletion 
region hinders the transcription of the long transcript. After deleting the region, the 
transcription gets more fluent, and Snord115 can be expressed efficiently in the non- 
neural tissue. Elongation or termination factors may involve in this process. On the 
other hand, our data show that Snord115 has a high copy number in the genome. In 
additional, through in vivo and in vitro experiments respectively, it is concluded that 
Snord115 is extremely stable comparing with other mRNA so that it can accumulate 
to a high level in the cell. Due to these two mechanisms, Snord115 is overexpressed in 
the non-neural tissue of the Snord116 knock-out mice. Moreover, this study revealed 
that alternative termination of Snrpn is critical for the expression of the long 
non-coding RNA of the PWS region. A new and convenient technique to explore the 















Snord115 has the potential to be a biomarker identifying the brain injury. 
Key Words: Prader-Willi Syndrome; Snord116; Snord115; Transcription termination; 






















































同作用而进行的。首先是转录起始前复合物[2]的组装：TFIID 的 TBP 亚基先结合
到核心启动子区 TATA 框，并将 Pol II和 GTF、SRB（RNA聚合酶 B突变体抑制子）
[3]、GCN5组蛋白乙酰转移酶以及 SWI/SNF染色质重构蛋白构成的全酶组分等转录
因子募集上来[4]，形成稳定的 PIC。紧接着，TFIIB 直接结合在 TFIID-启动子复
合物上，随后，TFIIF 和 RNA聚合酶 II形成的复合物加入到转录起始复合物中。
TFIIE 和 TFIIH 具有解螺旋酶和 ATPase 活性，通过 ATP 水解所释放的能量，将
双螺旋 DNA 的双链熔解形成单链转录泡，暴露出模板链和转录起始位点，然后
RNA Pol II 与 DNA 模板形成开放复合物，随后新生的头两个核苷酸结合上来并
产生第一个磷酸二酯键[5
-7]。与此同时，由于 NTP尤其是 ATP的存在，TFIIH的亚




启动子清扫完成后，当新生的 RNA 延伸到 23nt 时，形成稳定的转录延伸复
合物 TEC （Transcription Elongation Complex），通过募集一些抑制因子如 DISF，
NELF等，复合物处于抑制状态，转录暂时停滞[10]。随后，Ser5磷酸化的 Pol II 
CTD 结合加帽酶并增强其活性，对新生的 RNA 链 5’端进行加帽[11]，随后 TEC 从
抑制状态转变为活化状态，NELF、DISF和 Pol II CTD 第二位丝氨酸（Ser2） 也
进一步被磷酸化，转录重新启动，全长的 RNA 开始延伸[12]。高度磷酸化的 CTD
可以结合 RNA剪辑复合体和与 3’末端切除、加 polyA尾相关的蛋白因子并增强
其活性，从而使新生的 RNA成熟，进而转录终止，全长 RNA产物被释放[13]。因此，



















图 1.1 RNA Pol II CTD 调控的真核基因转录循环[14] 




1.1.2 RNA Pol II 的活性调控 
近几十年来，大量的研究表明真核生物 mRNA 的转录起始、延伸、终止以及
转录加工还有其他许多在细胞核内进行的细胞活动等过程都与 Pol II 相关，而
这些事件主要是由 RNA Pol II 最大的亚基 Rpb1 的 CTD 介导的。在基因转录过
程中，Pol II 主要依赖于 CTD 的磷酸化状态，通过结合各种不同的转录因子参
与 mRNA加帽、剪切及拼接和聚腺苷酸化等过程的调控。因此，Pol II 的活性是
由 CTD的磷酸化状态决定的。在基因转录过程中，CTD会经历一个磷酸化和去磷
酸化的循环过程（如图 1.2）[15]。在 CTD的 7 肽重复序列 Y1-S2-P3-T4-S5-P6-S7
中有 5个潜在的磷酸化位点（Y1，S2，T4，S5 和 S7），通常来说，磷酸化主要是
发生在 S2和 S5位点上[13]。 在转录起始复合物 PIC 中，Pol II的 CTD 处于低磷
酸化状态，转录起始后细胞周期依赖性激酶 CDK7[16]、CDK8[17]和 CDK9[18]能够特异
性地磷酸化 CTD的不同位点。CDK8是中间介质复合体（Mediator）的组分之一，
它作为其它转录活化因子的桥联蛋白，能够磷酸化 CTD 的 Ser5[17]。CDK7（酵母
同源物为 MO15 或 Kin28）是 TFIIH 的组分之一，当它与 Cyclin H、MAT1 构成
CAK 复合体时，可以磷酸化并激活 CDK1、CDK2、CDK4 和 CDK6，参与细胞周期的















化 CTD 上 7 肽重复序列 Ser5，Ser5 磷酸化后启动子区彻底暴露、转录暂停、新
生 RNA 开始进行加帽[20]。RNA 加帽完成后，CDK9（酵母同源物为 Bur1 或 Ctk1）
磷酸化 CTD 上 7 肽重复序列的 Ser2，使转录重新启动并与 RNA 成熟和加工机制
偶联起来。转录结束后，Pol II从 DNA上解离下来，蛋白磷酸酶 FCP1 将 CTD 去
磷酸化[21]， FCP1在体内和体外均能结合延伸中的 Pol II，而与其磷酸酶的活性
是否存在无关。除 FCP1 外，CPLs，Ssu72 和 PP1 也能够使 CTD 去磷酸化[22]。因





图 1.2 RNA Pol II CTD 磷酸化循环[15]
 





过程中，Pol II 通过其特殊的 CTD 结构域以及 CTD 的磷酸化状态，在转录过程




























5’和 3’非翻译区(untranslated region， UTR)。 
 
图 1.3 真核生物编码蛋白的信使 RNA(mRNAs)转录本的基本结构以及 3’UTR 里
的顺式调控元件[24] 






















剪切因子 CF、多聚腺苷酸信号识别因子 CPSF 组成的剪切复合体在多聚腺苷酸
信号 AAUAAA（polyA）下游 YA 结构区进行切割，从而在 mRNA 的特定位点断裂，
这个 mRNA 断裂（或者说是加多聚腺苷酸）的位点称为多聚腺苷酸位点（polyA 
site）；第二步：多聚腺苷酸酶 PAP 能够催化腺苷酸残基，在剪切后的 3’端加
上多个 A 基团，这些残基以非模板的方式聚合，产生由一个至几百 bp 的残基组
成的尾巴，即多聚腺苷酸化尾巴。尾巴的长度具有相当的组织特异性，其在酵母
中的长度约为 70 个，而在较高等的真核生物中大约为 200 个[26, 27]。对于编码蛋





止可以分为两大类（图 1.4）：1) polyA 位点位于最 3’端的外显子上，转录形




图 1.4 两种类型 AT 示意图[28] 
Fig1.4 Two types of alternative termination
[28] 
 
1.2.2 mRNA AT 现象发现的历史背景 


















早期关于 AT的研究都是依靠使用 Northen Blot来检测单个基因的转录本末
端。直到上世纪 90 年代末，全基因组层次的 AT现象才首次被揭示。依靠生物信
息学手段整合多个 EST 数据库，Gautheret 团队找到了上千个人类基因具有 AT
现象[28, 29]。随着 EST 数据的不断积累，发现有超过一半的人类基因和大约三分之
一的小鼠基因发现有选择性 3’UTR 现象
[30]。然而，由于成本高昂以及数据通量





RNA-seq 来研究 AT，既可以解决 EST 数据通量过低的问题，也可以发现新的 AT
位点，弥补了芯片技术的缺陷[2, 33]。但由于 RNA-seq 针对的是全转录组的测序，




基因组范围内的 AT 现象，表明选择性 3’UTR 调控在不同生理过程中具有重要功
能[37]。 










































及其调控机制，进而揭示 AT的生物学意义。以下是四种特异性的捕获 mRNA的 3’
末端进行高通量测序的方法的比较： 
1) polyA capture：Mangone 等人在 2010 年发表了 polyA capture 方法。
该方法依赖于 454 FLX 测序平台，PolyA capture 是首个应用二代高通量测序技
术对 3’UTR 进行全基因组扫描的方法。但是遗憾的是，该方法只能应用于 454
平台（基于焦磷酸测序原理建立的高通量基因组测序系统），限制了测序的通量；
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